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(54) Title: METHOD FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A TARGET GENE AND MEDICAMENT FOR TREATING A 
TUMOR DISEASE 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HEMMUNG DER EXPRESSION LINES ZIELGENS UND MEDIKAMENT ZUR THE- 
RAPIE LINER TUMORERKRANKUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a mclhod for inhibiting an expression of at least one target gene that impedes or prevents the 
apoptosis of a tumor cell whereby at least one double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) is introduced into the tumor cell whose 
strand S 1 has a region, which is complementary lo the target gene at least in areas and which is comprised of fewer than 25 consecutive 
nuclcolidcs. 

(57) Zusammetifassung: Die Erfindung bcirifft ein Vcrfahrcn zur Ilemmung einer die Apoptosc ciner Tumorzelle hemmenden 
odcr vcrhindernden Expression mindestens cincs Ziclgcns, wobei mindcslcns cine dopr*l Strang ige Ribonuklcinsaurc (dsRNA) in 
die Tumorzelle cingefuhrt wird, dcrcn einer Strang SI cincn zum Ziclgen zumindest abschniltswcise komplcmcnliircn aus weniger 
als 25 aufeinanderfolgcndcn Nuklcotiden bestehenden Bcrcich aufweist. 
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Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens und Medi- 
kament zur Therapie einer Tumorerkrankung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hemmung der Expres- 
sion mindestens eines Zielgens in einer Zelle sowie ein Medi- 
kament zur Therapie einer Tumorerkrankung. 

Aus der WO 99/32619 ist ein Verfahren zur Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens mittels einem doppelstrangigen Oligoribo- 
nukleotid bekannt. Das bekarmte Verfahren zielt auf die Hem- 
mung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. 
Dazu ist es erf orderlich, date das doppelstrangige Oligoribo- 
nukleotid eine zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange 
von mindestens 25 Basen aufweist. 

Ein Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle sowie ein Medikament sind aus der WO 00/44895 be- 
kannt. Bei dem Verfahren wird ein Oligoribonukleotid mit dop- 
pelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Zelle eingefuhrt. Ein 
Strang der dsRNA weist einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise komplementaren aus hochstens 49 auf einanderf ol- 
genden Nukleotidpaaren bestehenden Bereich auf. Das Medika- 
ment enthalt mindestens eine dsRNA zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zum 
Zielgen zumindest abschnittsweise komplementar ist. 

Aus Gautschi O. et al. (2001), J Natl Cancer Inst 93, Seiten 
463 bis 471 ist es bekannt, da& eine erhohte Expression der 
anti-apoptotisch wirkenden Proteine Bcl-2 und Bcl-xL an der 
Entwicklung und dem Fortschreiten vieler Tumore beteiligt 
ist. In Nacktmausen erzeugte in vivo-Daten belegen, da& mit 
einer kombinierten Behandlung mit gegen die Expression von 
Bcl-2- und Bcl-xL-Genen gerichteten einzelstrangigen Anti- 
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sinn-Oligonukleotiden ein Wachstum von Tumoren urn etwa 50 bis 
60% verringert werden konnte. Dazu war eine Behandlung mit 20 
mg Oligonukleotiden pro Kilogramm Korpergewicht und Tag er- 
forderlich. Durch diese gro£e Menge erf orderlicher Oligonu- 
5 kleotide ist die Behandlung verhaltnisma£ig teuer. Daruber 
hinaus konnen die eingesetzten einzelstrangigen Oligonukleo- 
tide schnell im Serum abgebaut werden. Die hohe Oligonukleo- 
tidmenge ist erf orderlich, weil ein Antisinn-Oligonukleotid 
letztendlich in einer Menge in Zielzellen eingebracht werden 
10 mu£, die mindestens genauso groS ist wie die Menge der dort 
vorhandenen mRNA des Zielgens. Mit dem Aferfahren wurde ledig- 
lich eine Verringerung des Wachstums, nicht jedoch eine Riick- 
bildung der Tumor e erreicht. 

15 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
Verfahren und ein Medikament angegeben werden, mit dem die 
Vermehrung von Tumorzellen effektiv und kostengunstig gehemmt 
werden kann. 

20 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1 und 13 
gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den An- 
spriiche 2 bis 12 und 14 bis 26. 

25 Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Hemmung ei- 
ner die Apoptose einer Tumorzelle hemmenden oder verhindern- 
den Expression mindestens eines Zielgens vorgesehen, wobei 
mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefuhrt wird, deren einer Strang SI einen 

30 zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren, aus we- 
. niger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehenden Be- 
reich aufweist. Unter dem "Zielgen" wird der DNA-Strang der 
doppelstrangigen DNA in der Tumorzelle verstanden, welcher 
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komplementar zu einem bei der Transkription als Matrize die- 
nenden DNA-Strang einschlieSlich aller transkribierten Berei- 
che ist. Bei dem Zielgen handelt es sich also im allgemeinen 
urn den Sinn-Strang. Der Strang Si kann somit komplementar zu 
einem bei der Expression des Zielgens gebildeten RNA- 
Transkript oder dessen Prozessierungsprodukt , wie z.B. einer 
mRNA, sein. Eine dsRNA liegt vor, wenn die aus einem oder 
zwei Ribonukleinsaure-Strangen bestehende Ribonukleinsaure 
eine doppelstrangige Struktur aufweist. Nicht alle Nukleotide 
der dsRNA miissen Watson-Crick-Basenpaarungen aufweisen. Ins- 
besondere einzelne nicht komplementare Basenpaare beeintrach- 
tigen das Verfahren kaum oder gar nicht. Die maximal mogliche 
Zahl der. Basenpaare ist die Zahl der Nukleotide in dem kiirze- 
sten in der dsRNA enthaltenen Strang. Unter ."eingefuhrt wer- 
den" wird das Aufnehmen in die Zelle verstanden. Das Aufneh- 
men kann durch die Zelle selbst erfolgen. Es kann aber auch 
durch Hilfsstoffe oder Hilfsmittel vermittelt werden. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daS mit diesem Ver- 
fahren die Vermehrung von Tumorzellen mit einer erheblich ge- 
ringeren Menge an Oligoribonukleotiden gehemmt werden kann, 
als Oligonukleotide zum Erzielen eines vergleichbaren Ergeb- 
nisses bei der herkommlichen Antisinn-Technik erforderlich 
sind. Daruber hinaus ist es mit dem erf indungsgemaEen Verfah- 
ren moglich, in einer Population von Tumorzellen in einem 
solchen AusmaS Apoptosen auszulosen, da£ nicht nur das Wachs- 
tum der Population, sondern die Gesamtzahl der Tumorzellen 
verringert wird. Bei Durchfuhrung des Verfahrens mit norma - 
len, d.h. nicht transf ormierten, Zellen bewirkt das Verfahren 
gegenuber einem mit einer Kontroll-dsRNA durchgefuhrten Ver- 
fahren keine signifikante Erhohung der Apoptoserate. Die Kon- 
troll-dsRNA ist eine dsRNA, welche keinen zu einem in den 
Zellen vorkommenden Gen komplementaren Strang aufweist. 
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Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zumin- 
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 
oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang auf- 
5 weist. Eine solche dsRNA weist gegeniiber einer dsRNA ohne 
einzelstrangige Uberhange an mindestens einem Ende eine bes- 
sere Wirksamkeit bei der Hemmung der Expression des Zielgens 
auf . Ein Ende ist dabei ein Bereich der dsRNA, in welchem ein 
5'- und ein 3 1 -Strangende vorliegen. Eine nur aus dem Strang 
10 SI bestehende dsRNA weist demnach eine Schleif enstruktur und 
nur ein Ende auf. Eine aus dem Strang Si und einem Strang S2 
gebildete dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dabei je- 
weils von einem auf dem Strang SI und einem auf dem Strang S2 
liegenden Strangende gebildet. 

15 

Vorzugsweise befindet sich der einzelstrangige. Uberhang am 
3' -Ende des Strangs SI. Diese Lokalisation des einzelstrangi- 
gen Uberhangs flihrt zu einer weiteren Steigerung der . Ef f izi- 
enz des Verfahrens. In einem Ausf uhrungsbei spiel weist die 

20 dsRNA.nur an einem, insbesondere dem am 3 '-Ende des Strangs 
SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang auf. Das 
andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA 
glatt, d.h. ohne Uberhange, ausgebildet. Eine solche dsRNA 
hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auch in 

25 Blutserum als besonders bestandig erwiesen. 

Der komplementare Bereich der dsRNA kann 19 bis 24, vorzugs- 
weise 21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Eine 
dsRNA mit dieser Struktur ist besonders effizient in der In- 
30 hibition des Zielgens. Der Strang SI der dsRNA kann weniger 
als 30, vorzugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 
21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleptide 
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ist zugleich die Zahl der in der dsRNA maximal moglichen Ba- 
senpaare . 

Mindestens ein Ende der dsRNA kann modifiziert werden, urn ei- 
nem Abbau in der Tumorzelle oder einer Dissoziation der dop- 
pelstrangigen Struktur entgegenzuwirken . Weiterhin kann der 
durch komplementcire Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt der 
doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise 
zwei, weitere chemische Verknupf ung/en erhoht werden. Die 
chemische Verkniipfung kann durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f briickenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 
selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 
werden. Sie kann auch durch in der doppelstrangigen Struktur 
anstelle.von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist. das 
Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesondere 
Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL. Es ist auch moglich, daS mehrere 
Gene Zielgene sind. So konnen sowohl Bcl-2 als auch Bcl-xL 
Zielgene sein. Die Hemmung der Gene der Bcl-2-Familie ist be- 
sonders gunstig, weil deren verstarkte Expression mit der 
Entwicklung und der Vermehrung vieler Tumorzellen in Zusam- 
menhang steht. Die Hemmung mehrerer Zielgene ist vorteilhaft, 
weil es Tumorzellen gibt, welche mehrere anti-apoptotisch 
wirkende Gene exprimieren. 

Vorzugsweise besteht die dsRNA aus einem Strang S2 mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 2 oder einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und 
dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemafc dem anlie- 
genden Sequenzprotokoll . Eine solche dsRNA ist in der Hemmung 
der Expression des Zielgens Bcl-2 besonders wirksam. Bei der 
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Tumorzelle kann es sich um eine Pankreaskarzinomzelle han- 
deln. Zum Einbringen der dsRNA in die Tumorzelle kann eine 
die dsRNA umschlie£ende micellare Struktur, vorzugsweise ein 
Liposom, Oder ein die dsRNA umschlie£endes Kapsid verwendet 
5 werden. Das Kapsid kann insbesondere ein virales naturliches 
Kapsid oder ein auf chemischem oder enzymatischem Weg herge- 
stelltes kiinstliches Kapsid oder eine davon abgeleitete 
Struktur sein. 

10 Weiterhin betrifft die Erfindung ein Medikament zur Therapie 
einer Tumorerkrankung, das mindestens eine doppelstrangige 
Ribonukleinsaure (dsRNA) zur Hemmung einer Expression minde- 
stens eines Zielgens enthalt, wobei ein Strang SI der dsRNA 
einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren 

15 aus weniger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehen-- 
den Bereich auf weist. Das Zielgen ist dabei ein Gen, dessen 
Expression eine Apoptose von Tumorzellen hemmt .. oder verhin- 
dert. Das Medikament ist so zu dosieren, da£ die Hemmung der 
Expression mindestens eines Zielgens erreicht werden kann. 

20 Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dafi ein solches Medika- 
ment dazu sehr niedrig dosiert eingesetzt werden kann. Eine 
Dosierung von 5 mg dsRNA pro Kilogramm Korpergewicht und Tag 
. sind ausreichend, um in den Tumorzellen eine Hemmung oder 
vollstandige Unterdruckung der Expression des Zielgens zu er- 

25 reichen. Bei einer solch niedrigen Dosierung werden Nebenwir- 
kungen weitgehend ausgeschlossen. 

Vorzugsweise weist zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 
bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel- 
30 strangigen Uberhang auf. Der einzelstrangige uberhang kann 
sich am 3 ' -Ende des Strangs SI befinden. Besonders bevorzugt 
weist die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang 
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auf. Es hat sich herausgestellt , da£ eine solche dsRNA im 
Korper besonders bestandig ist. Sie wird in Blut langsamer 
abgebaut bzw. ausgeschieden als eine dsRNA mit einzelstrangi- 
gen Uberhangen an beiden Enden. Dadurch ist eine niedrige Do- 
sierung moglich. 

Der komplementare Bereich kann 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 
23, insbesondere 22 , Nukleotide aufweisen. Der Strang SI kann 
weniger als 30, vorzugsweise wehiger als 25, besonders vor- 
zugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Bei einer Ausfuh- 
rungsform ist mindestens ein Ende der dsRNA modif i 4 ziert , um 
einem Abbau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entge- 
genzuwirken. Der durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte 
Zusammenhalt der doppelstrangigen Struktur kann durch minde- 
stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknup-. 
fung/en erhoht sein. 

Das Zielgen ist vorzugsweise mindestens ein Gen der Bcl-2- 
Familie, insbesondere Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL. Besonders ef- 
fizient ist ein Medikament, welches eine sowohl fur das Ziel- 
gen Bcl-2 als auch fur das Zielgen Bcl-xL spezifische dsRNA 
aufweist. 

Die dsRNA kann aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 
1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 4 gema£ dem anliegenden Sequenzproto- 
koll bestehen. Die mit dem Medikament zu behandelnde Tumorer- 
krankung kann ein Pankreaskarzinom sein. Fur das Pankreaskar- 
zinom existiert bislang keine ausreichend erfolgreiche Thera- 
. pie. Die 5-Jahres Uberlebensrate liegt bei circa 3% und ist 
die niedrigste aller Karzinome. Die dsRNA kann in dem Medika- 
ment in pinpr T.nsimn nHpr von einer micellaren Struktur, vor- 
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammen- 
halt der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, 
weitere chemische Verknupfung/en erhoht wird. 

5 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbe- 
sondere Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL, ist oder sowohl Bcl-2 
als auch Bcl-xL Zielgene sind. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
10 die dsRNA aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 

1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder ei- 
nem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem. Strang 
SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gema£ dem anliegenden Se- 
quenzprotokoll besteht: 

15 11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Tumorzelle eine Pankreaskarzinomzelle ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA mittels einer die dsRNA umschlieSenden micella- 
ren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder eines die 

20 dsRNA umschlie£enden Kapsids, in die Tumorzelle einge- 

bracht wird. 

13 . Medikament zur Therapie einer Tumorerkrankung enthaltend 
mindestens eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) 
zur Hemmung einer die Apoptose von Tumor zellen hemmenden 

25 oder verhindernden Expression mindestens eines Zielgens, 

wobei ein Strang SI der dsRNA einen zum Zielgen zumindest 
abschnittsweise komplementaren aus weniger als 25 aufein- 
anderfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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14. Medikament nach Anspruch 13, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

15 . Medikament nach Anspruch 13 oder 14, wobei sich der ein- 
5 zelstrangige Uberhang am 3 ' -Ende des Strangs SI befindet. 

16. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 15, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 1 -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweist. 

10 17 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 16, wobei der 

komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 23, 
insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

18. Medikament nach einem. der Anspruche 13 bis 17, wobei der 
Strang SI weniger als 30, yorzugsweise weniger als 25, 

15 besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

19. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 18, wobei min- 
destens ein Ende der dsRNA modifiziert ist, urn einem Ab- 
bau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entgegen- 
zuwirken. 

20 20. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 19, wobei der 
durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, wei- 
tere chemische Verkniipfung/en erhoht ist. 

21 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 20, wobei das 
25 Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesonde- 

re Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL, ist oder sowohl Bcl-2 als 
auch Bcl-xL Zielgene sind. 
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22 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 21, wobei die 
dsRNA aus einem Strang S2 rait der Sequenz SEQ ID NO: 1 
und dera Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI 

5 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemaS dem anliegenden Se- 

quenzprotokoll besteht. 

23 . Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 22, wobei die 
Tumorerkrankung ein Pankreaskarzinom ist. 

24. Medikament nach einem der Anspruche 13 bis 23, wobei die 
10 dsRNA in dem Medikament in einer Losung oder von einer 

micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder ei- 
nem Kapsid umschlossen vorliegt. 

25 . Medikament nach einem der Anspruche. 13 bis 24, wobei das. 
Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur Inhalation, 

15 oralen Aufnahme oder Injektion, insbesondere zur intrave- 

nosen oder intraperitonealen Injektion oder zur Injektion 
direkt in ein Tumorgewebe, geeignet ist. 

26. Medikament nach Anspruch 25, wobei die Zubereitung aus 
einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere 

2 0 einer phosphatgepuf f erten Salzldsung, und der dsRNA be- 

steht. 



25 
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Kontrolle Mock- 1 hmol/l 10 nmoi/1 100 nmol/l 

transfektion 
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(54) Title: iMethod for Inhibiting the Expression of a Target Gene and Medicament for 
Treating a Tumor Disease 

(57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting an expression of at least 

one target gene that impedes or prevents the apoptosis of a tumor cell, whereby at least one 
double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) is introduced into the tumor cell whose strand SI has 
a region, which is complementary to the target gene at least in areas and which is comprised of 
fewer than 25 consecutive nucleotides. 
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Method for Inhibiting the Expression of a Target Gene and Medicament for Treating a 
Tumor Disease 

The invention concerns a method for inhibition of expression of at least one target gene 
in a cell, as well as a medicament for therapy of a tumor disease. 

A method for inhibition of expression of the target gene by means of a double-strand 
oligoribonucleotide is known from WO 99/32619. The known method is geared toward 
inhibition of expression of genes and cells in invertebrates. To do this it is necessary that the 
double strand oligoribonucleotide have a sequence identical to the target gene with a length of at 
least 25 bases. 

A method for inhibition of expression of the target in a cell as well as a medicament, are 
known from WO 00/44895. In the method an oligoribonucleotide with a double-strand structure 
(dsRNA) is introduced to the cell. One strand of the dsRNA has a region consisting of at least 49 
consecutive nucleotide pairs complementary at least in areas to the target gene. The medicament 
contains at least one dsRNA to inhibit expression of a stipulated target gene in which one strand 
of the dsRNA is complementary to the target gene at least in areas. 

It is known from O. Gautschi et al. (2001), J. Natl. Cancer Inst. 93, pp. 463 to 471, that 
increased expression of antiapoptotic proteins Bcl-2 and Bcl-xL participates in the development 
and progress of many tumors. In vivo data produced in hairless mice demonstrates that with 
combined treatment with antisense oligonucleotides directed against expression of the Bcl-2 and 
Bcl-xL genes, growth of tumors could be reduced by about 50 to 60%. Treatment with 20 mg 
oligonucleotides per kilogram of body weight and day were necessary for this. The treatment is 
relatively expensive because of this large amount of required oligonucleotides. Moreover, the 
employed single-strand oligonucleotides can be rapidly broken down into serum. A high amount 
of oligonucleotide is required, because an antisense oligonucleotide must ultimately be inserted 
into the target cells in an amount that is at least as great as the amount of mRNA of the target 
gene present there. Only a reduction of growth, but not regression of the tumor was achieved 
with the method. 

The task of the present invention is to eliminate the drawbacks according to the prior art. 
In particular, a method and medicament are to be offered with which reproduction of tumor cells 
can be effectively and cost effectively inhibited. 

This task is solved by the features of Claim 1 and 13. Advantageous embodiments are 
apparent from Claims 2 to 12 and 14 to 26. 
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According to the invention, a method for inhibition of at least one target gene that inhibits 
or prevents apoptosis of a tumor cell is prescribed in which at least one double strand ribonucleic 
acid (dsRNA) is inserted into the tumor cell, one strand SI of which has a region consisting of 
less than 25 consecutive nucleotides that are complementary at least in areas to the target gene. 
"Target gene" is understood to mean the DNA strand of the double-strand DNA in the tumor cell 
that is complementary to a DNA strand, including all transcribed regions serving as matrix 
during transcription. The target gene is therefore generally the sense-strand. The strand SI can 
therefore be complementary to an RNA transcript or its processing product, like mRNA formed 
during expression of the target gene. A dsRNA is present when the ribonucleic acid consisting of 
one of two ribonucleic acid strands as a double-strand structure. Not all nucleotides of dsRNA 
need exhibit Watson-Crick base pairings. In particular, individual noncomplementary base pairs 
hardly have an adverse effect on the method or none at all. The maximum possible number of 
base pairs is the number of nucleotides in the shortest strand contained in the dsRNA. "Are 
inserted" is understood to mean absorption into the cell. Absorption can occur by the cell itself. 
However, it can also be mediated by auxiliary substances or agents. 

It has surprisingly been demonstrated that reproduction of tumor cells can be inhibited 
with this method with a significantly smaller amount of oligoribonucleotides than the 
oligonucleotides required to achieve comparable results in the usual antisense technique. In 
addition, it is possible for the method according to the invention to initiate apoptoses in a 
population of tumor cells to an extent that not only growth of the population, but the total 
number of tumor cells is reduced. During performance of the method with normal, i.e., 
untransformed cells, the method causes no significant increase in apoptosis rate in comparison 
with a method conducted with a control dsRNA. The control dsRNA is a dsRNA having no 
strand complementary to a gene occurring in the cell. 

It has proven particularly advantageous that at least one end of the dsRNA has a single- 
strand overhang formed from 1 to 4, especially 2 or 3, nucleotides. Such dsRNA has better 
effectiveness in inhibiting expression of the target gene relative to a dsRNA without single- 
strand overhangs on at least one end. An end is a region of the dsRNA in which a 5' and a 3 f 
strand end occur. A dsRNA consisting only of strand SI therefore has a loop structure on only 
end. A dsRNA formed from a strand SI and a strand S2 has two ends. One end is then formed 
from a strand end on the strand SI and one on strand S2. 

Preferably the single-strand overhang is situated on the 3' end of strand SI. This 
localization of the single-strand overhang leads to a further increase in efficiency of the method. 
In a practical example, the dsRNA has a single-strand overhang only on one end, especially the 
end situated on the 3' end of strand SI. The other end is smooth in a dsRNA having two ends, 
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1. e., without overhangs. Such dsRNA has proven to be particularly resistant both in different cell 
culture media and in blood serum. 

The complementary region of dsRNA can have 19 to 24, preferably 21 to 23, especially 
22, nucleotides. A dsRNA with this structure is particularly efficient in inhibition of the target 
gene. Strand SI of the dsRNA can have less than 30, preferably less than 25, especially 21 to 24, 
nucleotides. The number of these nucleotides is simultaneously the number of maximum 
possible base pairs in the dsRNA. 

At least one end of the dsRNA can be modified in order to counteract degradation in a 
tumor cell or disassociation of the double-strand structure. The cohesion of the double strand 
structure caused by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one, preferably 
two, additional chemical links. The chemical link can be formed by a covalent or ionic bond, a 
hydrogen bridge bond, hydrophobic interactions, preferably van der Waals or stacking 
interactions or by metal-ion coordination. It can also be formed by purine analogs used in the 
double-strand structure instead of purine. 

In a preferred embodiment of the method, the target gene is at least one gene of the Bcl-2 
family, especially Bcl-2, Bcl-2 or Bcl-xL. It is also possible that several genes are target genes. 
Thus, both Bcl-2 and Bcl-xL can be target genes. Inhibition of the genes of the Bcl-2 family is 
particularly favorable because their increased expression is connected with development and 
reproduction of many tumor cells. Inhibition of several tumor genes is advantageous, because 
there are tumor cells that express several antiapoptotic genes. 

The dsRNA preferably consists of a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 1 and the 
strand SI with the sequence SEQ ID NO: 2 or a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 3 and 
the strand SI with the sequence SEQ ID NO: 4 according to the accompanying sequence 
protocol. Such dsRNA is particularly effective in inhibition of expression of the target gene Bcl- 

2. The tumor cell can be pancreatic carcinoma cell. A micellar structure, preferably a liposome or 
a capsid enclosing the dsRNA, can be used to incorporate the dsRNA in the tumor cell. The 
capsid, in particular, can be a viral natural capsid or an artificial capsid produced chemically or 
enzymatically, or a structure derived from it. 

The invention also concerns a medicament for therapy of the tumor disease that contains 
at least one double-strand ribonucleic acid (dsRNA) for inhibition of expression of at least one 
target gene, in which one strand SI of the dsRNA has a region consisting of less than 25 
consecutive nucleotides complementary to the target gene at least in areas. The target gene is 
then a gene whose expression inhibits or prevents apoptosis of tumor cells. The medicament is to 
be dosed so that inhibition of expression of at least one target gene can be achieved. It has 
surprisingly been shown that such a medicament can be used for this purpose in a very low dose. 
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A dosage of 5 mg dsRNA per kilogram of body weight and day is sufficient in order to achieve 
inhibition or complete suppression of expression of the target gene in the tumor cells. At such a 
low dose, side effects are largely ruled out. 

At least end of the dsRNA preferably has a single strand overhang formed from 1 to 4, 
especially 2 or 3, nucleotides. The single strand overhang can be situated on the 3' end of strand 
SI. The dsRNA with particular preference has a single-strand overhang only on one end situated 
especially on the 3' end of strand SI. It has turned out that such dsRNA is particularly stable in 
the body. It is broken down or excreted in the blood more slowly than dsRNA with single-strand 
overhangs on both ends. A low dose is possible on this account. 

The complementary region can have 19 to 24, preferably 21 to 23, especially 22, 
nucleotides. Strand SI can have less than 30, preferably less than 25, especially 21 to 24, 
nucleotides. In one variant at least one end of the dsRNA is modified in order to counteract 
breakdown in the tumor cells or dissociation. The cohesion caused by complementary nucleotide 
pairs of the double-strand structure can be increased by at least one, preferably two additional 
chemical links. 

The target gene is preferably at least one gene of the Bcl-2 family, especially Bcl-2, Bcl- 
w or Bcl-xL. A medicament that has dsRNA specific both for the target gene Bcl-2 and for the 
target gene Bcl-xL is particularly efficient. 

The dsRNA can consist of a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 1 and the strand SI 
with the sequence SEQ ID NO: 2 or a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 3 and a strand 
SI with the sequence SEQ ID NO: 4 according to the accompanying sequence protocol. The 
tumor disease being treated with the medicament can be a pancreatic carcinoma. No adequately 
successful therapy yet exists for pancreatic carcinoma. The five-year survival rate is about 3% 
and is the lowest of all carcinomas. The dsRNA can be present in the medicament in a solution 
or have a micellar structure, preferably a liposome, or be enclosed by a capsid. A micellar 
structure or capsid can facilitate uptake of the dsRNA in the tumor cells. The medicament can 
have a preparation that is suitable for inhalation, oral intake or injection, especially for 
intravenous or intraperitoneal injection or injection directly into tumor tissue. A preparation 
suitable for inhalation or injection can consist in the simplest case of a physiologically 
compatible buffer, especially a phosphate-buffered salt solution and the dsRNA. It has 
surprisingly turned out that a dsRNA dissolves only in such a buffer that is taken up by tumor 
cells and inhibits expression of the target gene without the dsRNA having to be packaged in a 
special vehicle. 

Examples of the invention are explained below with reference to the figures. In the 

figures: 
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Figure 1 shows the percentage apoptosis rate of human pancreatic carcinoma cells YAP 
C 120 hours after transfection with a dsRNA 1 complementary to a first sequence from the 
human Bcl-2 gene, 

Figure 2 shows the percentage of apoptosis rate of the YAP C cells 120 hours after 
transfection with a dsRNA 2 complementary to a second sequence from the human Bcl-2 gene 
and 

Figure 3 shows the percentage of apoptosis rate of YAP C cells 120 hours after 
transfection with a dsRNA 3 complementary to a sequence from the neomycin-resistance gene. 

Cells of the human pancreatic cell line YAP C, which can be obtained under No. ACC 
382 from the German Collection of Microorganisms and Cell cultures, Braunschweig, were 
cultured under constant conditions of 37°C, 5% C0 2 in RPMI 1640 medium (Biochrom, Berlin) 
with 10% fetal calf serum (FCS) and 1% penicillin/ streptomycin. Human skin fibroblasts were 
cultivated under the same conditions in Dulbecco's MEM with 10% FCS and 1% 
penicillin/streptomycin. 

The double-strand oligoribonucleotides used for transfection have the following 
sequences denoted in the sequence protocol with SEQ ID NO: 1 to SEQ ID NO: 6. 

dsRNA 1 , which is complementary to a first sequence from the human Bcl-2 gene: 

S2: 5'- cag gac cue gec gcu gca gac c-3' (SEQ ID NO: 1) 

SI : 3'-cg guc cug gag egg cga cgu cug g-5 1 (SEQ ID NO: 2) 

dsRNA 2, which is complementary to a second sequence from the human Bcl-2 gene 
S2: 5'- g ecu uug ugg aac ugu acg gcc-3' (SEQ ID NO: 3) 
SI : 3'-uac gga aac acc uug aca ugc cgg-5' (SEQ ID NO: 4) 

dsRNA 3, which is complementary to the sequence from the neomycin-resistance gene: 
S2: 5'- c aag gau gag gau cgu uuc gca-3' (SEQ ID NO: 5) 
SI : 3'-ucu guc cua cue cua gca aag eg -5' (SEQ ID NO: 6) 

The transfections were conducted in a six-well plate with oligofectamine (Invitrogen, 
Karlsruhe). 250,000 cells were exposed per well. Transfection of the double-strand 
oligoribonucleotide was conducted according to the protocol recommended by Invitrogen for 
oligofectamine (data referred to one well of a six-well plate). 

10 of double-strand oligoribonucleotide (0.1-10 \im) was diluted with 175 (iL cell 
culture medium without additives: 3 \iL oligofectamines were diluted with 12 \iL cell culture 
medium without additives and incubated for 10 minutes at room temperature. The 
oligofectamines so diluted were introduced to the already diluted double-strand 
oligoribonucleotide, mixed and incubated for 20 minutes at room temperature. In this time the 
cells being transfected or washed once with cell culture medium without additives and 800 nL 
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fresh cell culture medium was added. 200 of the described oligofectamine-dsRNA mixture 
per well was then added so that the final value for transfection was 1000 ^L. A final 
concentration of double-strand oligoribonucleotides of 1-100 \im was obtained by this. The 
transfection charge was incubated for 4 hours at 37°C. 500 \iL cell culture medium with 30% 
FCS was then added per well. The final concentration of FCS was 10%. This charge is incubated 
for 120 hours at 37°C. 

After incubation the supernatants are collected, the cells washed with phosphate-buffered 
salt solution (PBS), separated with trypsin and centrifiiged for 10 minutes at 100 g. The 
supernatant was discarded and the pellet incubated with hypotonic propidium iodide solutions for 
30 minutes at 4°C in the dark. Analysis occurred by flow cytometry in the fluorescence-assisted 
cell sorter FACSCalibur (BD GmbH, Heidelberg). 

The double-strand oligoribonucleotides dsRNA 1 and dsRNA 2 reduce in addition of 
apoptosis mediated by Bcl-2 in the investigated human pancreatic carcinoma cells. To initiate or 
start up apoptosis, no additional stimulation of apoptosis is required. The apoptosis rate rose as a 
function of the incubation time. Figure 1 shows the result obtained with dsRNA 1 and Figure 2 
the result obtained with dsRNA 2. Whereas untreated YAP C control cells and cells with which 
the described method for transfection was conducted without double-strand oligoribonucleotide 
(mock-transfected cells) had only 3.8% and 7.1% apoptosis after 120 hours of incubation, by 
transfection with 100 nm dsRNA, the apoptosis rate after 120 hours could be raised to 37.2% 
during transfection with dsRNA 1 and 28.9% during transfection with dsRNA 2. The control 
transfection with dsRNA 3 led to a maximum apoptosis rate of 13.5%. This does not represent a 
significant increase relative to the mock-transfected cells and demonstrates the sequence 
specificity of the effect of dsRNA 1 and 2. 

For control, skin fibroblasts were also transfected as untransformed cells with the 
dsRNAs 1 and 2. These cells showed no significant increase in apoptosis rate after 120 hours. 
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Claims 

1 . Method for inhibition of expression of at least one target gene that inhibits or 
prevents apoptosis of a tumor cell, in which at least one double-strand ribonucleic acid (dsRNA) 
is introduced to the tumor cell, whose one strand SI has a region consisting of less than 25 
consecutive nucleotides complementary to the target gene at least in areas. 

2. Method according to Claim 1, in which at least one end of the dsRNA has a single 
strand overhang formed from 1 to 4, especially 2 or 3, nucleotides. 

3. Method according to one of the preceding Claims, in which the single-strand 
overhang is situated on the 3' end of strand SI. 

4. Method according to one of the preceding Claims, in which the dsRNA has a 
single-strand overhang only on one end, especially the 3' end of strand SI. 

5. Method according to one of the preceding Claims, in which the complementary 
region of dsRNA has 19 to 24, preferably 21 to 23, especially 22, nucleotides. 

6. Method according to one of the preceding Claims, in which strand SI is less than 
30, preferably less than 25, especially 21 to 24, nucleotides. 

7. Method according to one of the preceding Claims, in which at least one end of the 
dsRNA is modified in order to counteract breakdown in the tumor cell or dissociation. 

8. Method according to one of the preceding Claims, in which cohesion of the 
dsRNA caused by complementary nucleotide paths is increased by at least one, preferably two, 
additional chemical links. 

9. Method according to one of the preceding Claims, in which the target gene is at 
least one gene of the Bcl-2 family, especially Bcl-2, Bcl-w or Bcl-xL or both Bcl-2 and Bcl-xL 
are target genes. 

10. Method according to one of the preceding Claims, in which the dsRNA consists 
of a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 1 and the strand SI with the sequence SEQ ID 
NO: 2 or a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 3 and the strand SI with the sequence SEQ 
ID NO: 4 according to the enclosed sequence protocol. 

1 1 . Method according to one of the preceding Claims, in which the tumor cell is the 
pancreatic carcinoma cell. 

1 2. Method according to one of the preceding Claims, in which the dsRNA is 
introduced to the tumor cell by means of a micellar structure enclosing the dsRNA, preferably a 
liposome, or a capsid enclosing the dsRNA. 

13. Medicament for therapy of a tumor disease containing at least one double-strand 
ribonucleic acid (dsRNA) to inhibit expression of at least one target gene that inhibits or prevents 
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apoptosis of tumor cells, in which a strand SI of the dsRNA has a region consisting of less than 
25 consecutive nucleotides complementary to the target gene at least in areas. 

14. Medicament according to Claim 13, in which at least one end of the dsRNA has a 
single-strand overhang formed from 1 to 4, especially 2 or 3, nucleotides. 

15. Medicament according to Claim 1 3 or 1 4, in which the single-strand overhang is 

situated on the 3' end of strand S 1 . 

1 6. Medicament according to one of the Claims 1 3 to 1 5, in which the dsRNA has a 
single-strand overhang only on one end, especially the 3' end of strand SI. 

1 7. Medicament according to one of the Claims 1 3 to 1 6, in which the complementary 
region has 19 to 24, preferably 21 to 23, especially 22, nucleotides. 

18. Medicament according to one of the Claims 13 to 17, in which strand SI has less 
than 30, preferably less than 25, especially 21 to 24, nucleotides. 

19. Medicament according to one of the Claims 1 3 to 1 8, in which at least one end of 
the dsRNA is modified in order to counteract degradation in the tumor cells or dissociation. 

20. Medicament according to one of the Claims 1 3 to 1 9, in which the cohesion of the 
dsRNA caused by complementary nucleotide pairs is increased by at least one, preferably two, 

additional chemical links. 

2 1 . Medicament according to one of the Claims 1 3 to 20, in which the target gene is 
at least one gene of the Bcl-2 family, especially Bcl-2, Bcl-w or Bcl-xL or both Bcl-2 and Bcl-xL 
are target genes. 

22. Medicament according to one of the Claims 1 3 to 2 1 , in which the dsRNA 
consists of a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 1 and the strand SI with the sequence 
SEQ ID NO: 2 or a strand S2 with the sequence SEQ ID NO: 3 and the strand SI with the 
sequence SEQ ID NO: 4 according to the enclosed sequence protocol. 

23 . Medicament according to one of the Claims 1 3 to 22, in which the tumor disease 

is pancreatic carcinoma. 

24. Medicament according to one of the Claims 13 to 23, in which the dsRNA is 
present in the medicament in a solution or is enclosed by a micellar structure, preferably a 
liposome or a capsid. 

25. Medicament according to one of the Claims 13 to 24, in which the medicament 
has a preparation that is suitable for inhalation, oral intake or injection, especially for intravenous 
or intraperitoneal injection or for injection directly into tumor tissue. 

26. Medicament according to Claim 25, in which the preparation consists of a 
physiologically compatible buffer, especially a phosphate-buffered salt solution, and the dsRNA. 
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Key to figs. 1-3: % Apoptosis; Control; Mock transfection 
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Sequence Protocol 



<1 10> Ribopharma AG 

<120> Tumor medicament 

<130> 412012GA 

<140> 
<141> 

<160> 6 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description of the artificial sequence: sense strand of a dsRNA complementary to a 

sequence of the human Bcl-2 gene 
<400> 1 

caggaccucg ccgcugcaga cc 

<210> 2 
<211> 24 
<212> RNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description of the artificial sequence: antisense strand of a dsRNA complementary to a 

sequence of the human Bcl-2 gene 
<400> 2 

ggucugcagc ggcgaggucc uggc 
<210> 3 
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<211> 22 
<212> RNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description of the artificial sequence: sense strand of a dsRNA complementary to a 

sequence of the human Bcl-2 gene 
<400> 3 

gccuuugugg aacuguacgg cc 

<210> 4 
<211> 24 
<212> RNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description of the artificial sequence: antisense strand of a dsRNA complementary to a 

sequence of the human Bcl-2 gene 
<400> 4 

ggccguacag uuccacaaag gcau 

<210> 5 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description of the artificial sequence: sense strand of a dsRNA complementary to a 

sequence of the neomycin-resistance gene 
<400> 5 

caaggaugag gaucguuucg ca 

<210> 6 
<211> 23 
<212> RNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> Description of the artificial sequence: sense strand of a dsRNA complementary to a 

sequence of the neomycin-resistance gene 
<400> 6 

gcgaaacgau ccucauccug ucu 
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